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ABSTRAK 
 
 
Sistem fermenter angkut udara jenis kitaran (FAUK) adalah sistem terbaik bagi 
penghasilan enzim lipase termotoleran daripada Geobacillus thermodenitrificans (LGT). 
Kajian menunjukkan parameter optimum adalah suhu 65°C, pH 6.8 dan saiz inokulum 
7.0% (i/i); yang digunakan bagi kajian kinetik penghasilan lipase di dalam sistem FAUK 
menggunakan medium penghasilan mengandungi 0.75% (b/i) glukosa, 1.25% (b/i) 
ekstrak yis, 0.45% (b/i) NaCl dan 0.10% (i/i) minyak zaitun (Nik Raikhan, 2003). 
Glukosa pada kepekatan 1.25% (b/i) dan  aliran udara 1.00 L/min adalah parameter yang 
terbaik. Pertimbangan kinetik dilakukan terhadap kesan kepekatan glukosa dan kadar 
aliran udara ke atas pertumbuhan dan penghasilan enzim LGT. Kadar pertumbuhan 
spesifik, μ adalah tertinggi pada glukosa 1.25% (b/i) dan kadar aliran 1.0 L/min, iaitu 
0.12 jam-1. Pengkulturan ini mempunyai masa penggandaan, td paling rendah iaitu 5.77 
jam, kadar penghasilan enzim, dp/dt sebanyak 1.73 Uml-1jam-1, kadar penghasilan enzim 
spesifik yang sangat tinggi iaitu 11700.0 U/g biojisim, kadar penggunaan glukosa, ds/dt 
sebanyak 0.22 gL-1jam-1 dan kadar penghasilan enzim per gram glukosa yang rendah 
iaitu 4110.0 U/g glukosa.  
 
Pencirian terhadap enzim LGT menunjukkan suhu tindak balas optimum pada 65°C, 
dengan kestabilan pada suhu 65°C dan 60°C masing-masing selama 135 minit dan 105 
minit. Aktiviti pemangkinannya maksimum pada pH 7.0 dengan kestabilan selama 120 
minit.  Julat pH bagi tindakan LGT adalah pH 6.4 - 7.2 dan ia tidak aktif di dalam pH 
8.0. LGT direncatkan secara meningkat oleh Tween 20, Fe2+, SDS, Triton X-100, Hg2+, 
Tween 80, 0.01 mM EDTA, 0.05 mM EDTA, Cu2+, 0.10 mM EDTA, Tween 40, 0.05 
mM EDTA dan Span 20. Manakala aktivitinya dirangsang oleh ion Mg2+, Mn2+, Al3+ dan 
Zn2+. LGT direncatkan sepenuhnya oleh Span 80, Ba+, Ca2+ dan Fe3+. Enzim lipase ini 
direncatkan secara meningkat oleh isooktana, kloroform, etil asetat, n-heptana, dioksana, 
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piridina dan heptanon. Pelarut organik benzena, diisopropil eter, diklorometana, 
tetrahidrofuron dan aseton pula telah merencatkan sepenuhnya aktiviti LGT. Walau 
bagaimanapun, aktiviti LGT meningkat di dalam sikloheksana, n-heksana dan toluena.  
LGT adalah lipase spesifik 1,3 yang tidak menghidrolisiskan ikatan ester kedua 
trigliserida. Penulenan LGT telah berjaya dilakukan sebanyak 22.1 kali ganda dengan 
peratusan pemulihan atau hasil sebanyak 25% dan aktiviti enzim spesifiknya sebanyak 
17.2 U/mg. 
Kajian terhadap 9 jenis minyak semulajadi menunjukkan minyak zaitun adalah substrat 
terbaik bagi LGT manakala minyak bunga matahari, minyak kelapa sawit (Buruh dan 
Seri Murni), minyak kelapa, minyak jagung, minyak biji jarak, minyak bijan, minyak 
kacang tanah dan minyak kacang soya adalah tidak sesuai sebagai substrat LGT. Substrat 
trigliserida bagi tindak balas LGT adalah trimiristin (C14), trikaproin (C6), trilaurin (C12) 
dan trikaprin (C10) dan trikaprilin (C8), dengan trikaprilin merupakan substrat trigliserida 
terbaik. Manakala tributirin (C4), trilinolein (C18:2), tripalmitin (C16) dan tristearin (C18:0) 
didapati merencatkan LGT dan perencatan sepenuhnya berlaku dengan triasetin (C9). 
LGT menunjukkan kespesifikan yang lebih tinggi terhadap substrat trigliserida dengan 
bilangan atom karbon dalam julat C8 – C12 dan substrat monoester jenis metil-kaprilat 
(substrat terbaik) dan metil-kaproat. Metil-palmitat dan metil-stearat merencatkan LGT. 
Hidrolisis metil-kaprat, metil-laurat, metil-miristat dan metil-oleate adalah sederhana. 
Kesan goncangan yang terlalu rendah atau tinggi akan menghadkan hidrolisis trikaprilin 
oleh LGT. Bagi penyaring ester wangi oleh LGT, pelbagai jenis asid lemak dan alkohol 
digunakan bagi membangunkan sistem esterifikasi yang menepati keperluan penghasilan 
ester berkualiti yang boleh diketengahkan sebagai sumber-sumber penting di dalam 
industri wangian. Parameter optimum bagi hidrolisis trikaprilin oleh LGT adalah kadar 
goncangan 200 psm dan nisbah trikaprilin/air sebanyak 80: 20 (%, i/i). Tindak balas 
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hidrolisis oleh LGT optimum dengan 60%-90% substrat trikaprilin dan menjadi tidak 
signifikan pada trikaprilin kurang daripada 50% berbanding kandungan air atau tanpa air. 
Kepekatan LGT sebanyak 10-35 U/ml adalah optimum bagi tindak hidrolisis dan 
maksimum pada kepekatan 35 U/ml. Hidrolisis maksimum trikaprilin selepas 
pengoptimuman adalah sebanyak 142.23%. Seterusnya, 16 jenis alkohol dan 11 jenis asid 
lemak telah digunakan di dalam penyaringan ester wangi. Dengan etilina glikol, sintesis 
terbaik dicatatkan dengan asid oleik dan asid butirik. Kajian lebih mendalam telah 
menunjukkan tindak balas terbaik dicatatkan dengan asid oleik dan n-butanol dan dengan 
asid butirik dan geraniol. Sintesis geranil butirat adalah lebih baik berbanding sintesis 
butil oleate. Parameter optimum bagi kedua-duanya adalah suhu 65°C, kadar goncangan 
200 rpm, 5.0 ml geraniol dan 0.40 ml asid butirik dan 4.0 ml butanol dan 0.40 ml asid 
oleik. Selepas pengoptimuman, sintesis geranil butirat meningkat sebanyak 44.22%.  
Lipase sejuk-bekukering digunakan di dalam sintesis geranil butirat dengan sintesis 
maksimum sebanyak 35.33 ± 0.48% selepas 42 jam. Linalool dan sitranellol juga 
digunakan di dalam sintesis alil butirat dan telah dibandingkan dengan geranil butirat. 
Sebelum pengoptimuman, parameter fizikal yang dicatatkan adalah suhu 65°C, kadar 
goncangan 200 psm, 0.50 ml geraniol, 0.50 ml asid butirik, 4.00 ml heptana, 0.50 g 
penapis molekul dan 0.50 g LGT sejuk-bekukering. Selepas pengoptimuman, parameter 
fizikal terdiri daripada suhu 65°C, kadar goncangan 200 psm, 4.00 ml heptana, 0.25 g 
penapis molekul, 1.25 g LGT sejuk-bekukering, 1.00 ml geraniol dan 0.50 ml asid 
butirik. Darjah esterifikasi maksimum dicatatkan sebanyak 125.79 ± 1.859%  selepas 36 
jam.  
Kajian ke atas penyekatgerakan LGT menunjukkan bahawa selulosa adalah bahan yang 
terbaik sebagai pembawa di dalam penyediaan enzim tersekatgerak bagi sintesis butil 
oleate. Lipase terjerap selulosa memberikan hasil penyekatgerakan yang bererti sekalipun 
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sederhana. Proses pengoptimuman telah meningkatkan darjah esterifikasi kira-kira 42% 
dan telah dipengaruhi oleh kepekatan substrat, asid oleik dan butanol, kepekatan enzim, 
jenis pelarut, jenis pembawa, pH dan  suhu. Keadaan penyekatgerakan optimum adalah 
selulosa sebagai pembawa terbaik, masa penjerapan selama 40 minit, 40.0 mg serbuk 
enzim LGT, 600 mg pembawa selulosa, pH 7.0 dan 0.2 M penimbal fosfat. Manakala 
sistem tindak balas optimum bagi proses esterifikasi ini terdiri daripada kadar goncangan 
200 psm, suhu 65ºC, 0.4 M asid oleik, 0.75 M n-butanol dan pelarut organik heksana.  
Enzim LGT mempamerkan ciri enantioselektiviti yang tinggi dengan substrat 1-
feniletanol (rac-1a) dan 1-sikloheksiletanol (rac-1b) pada suhu 65°C selepas 24 jam dan 
memangkinkan semua tindak balas dengan substrat rac-1a-c dengan mengikuti Aturan 
Kazlauskas (Kazlauskas et al., 1991).  
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ABSTRACT 
THERMOTOLERANT LIPASE FROM Geobacillus thermodenitrificans AND ITS 
APPLICATION IN ESTERIFICATIONS AND ENANTIOMERIC REACTIONS 
 
Circular airlift fermenter system (FAUK) was found to be the best system in producing 
thermotolerant lipase enzyme from Geobacillus thermodenitrificans (LGT). The results 
revealed that optimum parameters were, temperature of 65°C, pH of 6.8 and inoculum 
size at 7.0% (v/v); which were used in the kinetic studies of FAUK system using 
production medium containing 0.75% (w/v) glucose, 1.25% (w/v) yeast extract, 0.45% 
(w/v) NaCl and 0.10% (v/v) olive oil (Nik Raikhan, 2003). Glucose at 1.25% (w/v) and 
air flow rate of 1.00 L/min were the best parameters. Kinetic approach was focused on 
the effect of glucose concentrations and air flow rates to the cell growth and the 
production of LGT. The results revealed that specific growth, μ was highest with 1.25% 
(w/v) and flow rate of 1.0 L/min which was 0.12 hour-1. This cultivation has the lowest 
doubling time, td that was 5.77 hours, the rate of enzyme formation, dp/dt of 1.73 Uml-1h-
1, a very high rate of specific enzyme production which was recorded as 11700.0 U/g of 
mass, the rate of glucose used, ds/dt of 0.22 gL-1h-1 and quite a low formation of enzyme 
per gram, that was 4110.0 U/g of glucose.  
 
The characterization of LGT showed that it has an optimum reaction temperature of 65°C 
with the stability at 65°C and 60°C for 135 minutes and 105 minutes, respectively. The 
stability at 65°C was lower than at 60°C.  The reaction was maximum at pH 7.0 with the 
stability of 120 minutes.  The pH range of LGT’s reactions was recorded between pH 6.4 
- 7.2 and it was not active at pH 8.0. LGT was inhibited increasingly with Tween 20, 
Fe2+, SDS, Triton X-100, Hg2+, Tween 80, 0.01 mM EDTA, 0.05 mM EDTA, Cu2+, 0.10 
mM EDTA, Tween 40, 0.05 mM EDTA and Span 20. Whereas the activity was increased 
with Mg2+, Mn2+, Al3+ and  Zn2+ ion. LGT was completely inhibited by Span 80, Ba+, 
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Ca2+ and Fe3+. This lipase enzyme was also inhibited increasingly by isooctane, 
cloroform, etil acetate, n-heptane, dioxene, pyridine and heptanon. Organic solvent such 
as benzene, diisopropyl ether, dichloromethane, tetrahydrofurone dan acetone have 
completely inhibited LGT.  On the other hand, the activity was increased with 
cyclohexane, n-heksane and toluene.  LGT is a specific 1,3 lipase and it does not 
hydrolyses the second chain of triglyceride. The purification of LGT has successfully 
been carried out with purification fold of 22.1, yield of 25% and specific enzyme activity 
of 17.2 U/mg proteins.  
Studies on hydrolysis of LGT towards 9 types of natural oil has promoted olive oil as the 
best substrate, whereas sun flower oil, palm oil (Buruh and Seri Murni), coconut oil, corn 
oil, sesame oil, castor oil, ground nuts oil and soy bean oil were confirmed as unsuitable 
substrates for LGT. Trygliceride substrates for LGT were trimiristin (C14), tricaproin 
(C6), trilaurin (C12), tricaprin (C10) and tricaprilin (C8), with tricaprilin were shown to be 
the best substrate among tryglicerides. Tributirin (C4), trilinolein (C18:2), tripalmitin (C16) 
and tristearin (C18:0) have partially inhibited the LGT and it was completely inhibited by 
triasetin (C9). LGT showed high specificity on tryglicerides with C8 - C12 carbon atoms 
and with monoesters such as methyl-caprilate (the best substrate) and methyl caproate.  
Methyl palmitate and methyl stearate have inhibited the LGT. Hydrolysis of methyl 
caprate, methyl laurate, and methyl miristate was recorded as moderate. Too low or too 
high shaking rates will restrict the hydrolysis of trycaprilin by LGT. In the screening of 
fragrance esters, different kinds of fatty acids and alcohols have been used to build up an 
esterification system that support the fragrance industry with the production of high 
quality esters. The optimum parameters for hydrolysis of trycaprilin by LGT were 
shaking rate of 200 rpm and the ratio of trycaprilin/water of 80: 20 (%, v/v). The 
hydrolysis by LGT was optimum with 60%-90% of trycaprilin and turned out to be 
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insignificant with less than 50% of trycaprilin, with or without water. LGT of 10-35 U/ml 
were optimum for the hydrolysis and maximum at 35 U/ml. After optimization, the 
maximum hydrolysis of trycaprilin was 142.23%. Next, 16 types of alcohols and 11 types 
of fatty acid were used in the screening of fragrance ester. Using ethylene glycol, the best 
synthesis was recorded with oleic and butyric acid. By extending the research, the best 
reactions were recorded with oleic acid and n-butanol as well as butyric acid and 
geraniol. Synthesis of geranyl butyrate was superior to the synthesis of butyl oleate. The 
optimum parameters for both were temperature of 65°C, shaking rate at 200 rpm, 5.0 ml 
of geraniol and 0.40 ml of butyric acid and 4.0 ml of n-butanol and 0.40 ml of oleic acid. 
After optimization, geranyl butyrate synthesis was increased by 44.22%. 
Freeze-dried lipase was used in geranyl butyrate synthesis and maximum synthesis was 
recorded as of 35.33 ± 0.48% after 42 hours. Linalool and citronellol were also used in 
the synthesis of allyl butyrate and was compared to the geranyl butyrate. Before 
optimization, physical parameters were stated as temperature of 65ºC, shaking rate at 200 
rpm, 0.50 ml geraniol, 0.50 ml butyric acid, 4.00 ml heptane, 0.50 g molecular sieves and 
0.50 g freeze-dried LGT. After optimization, optimum physical conditions were 
consisted of temperature of 65ºC, shaking rate at 200 rpm, 4.00 ml heptane, 0.25 g 
molecular sieves, 1.25 g freeze-dried LGT, 1.00 ml geraniol and 0.50 ml butyric acid. 
Maximum esterification of 125.79 ± 1.859%  was recorded after 36 hours.  
Synthesis of butyl oleate was best performed with LGT immobilized on cellulose. The 
optimization process has increased the degree of esterification of about 42% and it was 
enhanced by substrates, oleic acid and butanol concentrations, type of solvent and carrier, 
pH and heat. Optimized immobilization conditions are cellulose as carrier, time of 
entrapment of 40 minutes, 40.0 mg lipase powder, 600 mg cellulose, pH of 7.0 and 0.2 M 
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phosphate buffer. While the optimum reaction system were consisted of shaking rates of 
200 rpm, temperature of 65ºC, 0.4 M oleic acid, 0.75 M n-butanol in hexane.  
LGT enzyme has performed high enantioselectivity with 1-phenylethanol (rac-1a) and 1-
cyclohexilethanol (rac-1b) at 65°C after 24 hours and has performed the reaction with 
rac-1a-c according to Kazlauskas Rules (Kazlauskas et al., 1991).  
 
 1 
BAB SATU  
PENGENALAN 
1.1 ENZIM LIPASE  
 
Enzim lipase (EC 3.1.1.3) tergolong di  dalam kalangan hidrolase yang bertindak balas 
secara khusus menghidrolisiskan ikatan ester di dalam triasilgliserol rantai panjang 
dengan pembebasan asid dan alkohol secara berterusan (Mala & Takeuchi, 2009). Lipase 
ditakrifkan sebagai asid lemak ester hidrolase rantai panjang dan rantai asid lemaknya 
meliputi asid alifatik tepu dan tak tepu, dengan 12 atau lebih atom karbon. Nama 
sistematik lipase adalah gliserol ester hidrolase. Lipase menghidrolisiskan trigliserida 
pada permukaan antarafasa tak terlarut dan air. Lipase boleh juga ditakrifkan sebagai 
karboksilesterase yang berfungsi memangkinkan tindak balas hidrolisis ke atas asil 
gliserol rantai panjang. Vakhlu & Kour (2006) menyatakan bahawa lipase adalah enzim 
yang sangat penting di dalam pertukaran bahan lipid (triasilgliserol) di alam semulajadi. 
Lipase boleh dihasilkan oleh bakteria, kulat dan mikroorganisma lain (Olempska-Beer et 
al., 2006).  
 
1.2   RASIONAL PEMILIHAN ENZIM LIPASE TERMOTOLERAN  
 
Kemampuan pemangkinan yang unik oleh lipase dan penggunaan di peringkat industri 
telah menarik minat global. Menurut Arbige & Pitcher (1989), penggunaan lipase pada 
tahun 1989 tidak pun mencapai 4% daripada pasaran enzim dunia. Walau bagaimanapun, 
kini lipase telah muncul sebagai antara enzim terpenting di dunia. Vakhlu & Kour (2006) 
telah mengkelaskan enzim lipase sebagai enzim terpenting selepas protease dan 
karbohidrase dan enzim lipase akan berada pada tahap penggunaan tertinggi di dunia 
serentak dengan perkembangan bioteknologi lipid tidak lama lagi. Evolusi di dalam 
pengekstrakan protein, kaedah-kaedah penulenan protein, kejuruteraan genetik dan 
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teknik-teknik pengklonan dijangka akan memesatkan lagi penggunaan lipase. Ia 
sekaligus menjadikan lipase sangat komersial serta diperkenalkan sebagai cara alternatif 
kepada tindak balas kimia.  
Keprihatinan terhadap ekologi juga telah memesatkan aplikasi lipase. Tindak balas 
pemangkinan oleh lipase menyamai laluan metabolisme semulajadi benda hidup, oleh itu 
ia dilihat lebih selamat berbanding sintesis kimia (Ana et al., 2000). Kelebihan lipase 
yang lain adalah mempunyai sifat stereospesifisiti, selektiviti dan kespesifikan substrat 
yang lebih tinggi berbanding proses pemangkinan tak organik. Oleh yang demikian, ia 
memberi hasil tindak balas yang bermutu tinggi. Menurut Ana et al. (2000) lagi, 
pemangkinan oleh lipase adalah efisien kerana ia mempunyai tenaga pengaktifan yang 
rendah serta mempunyai keperluan suhu dan pH yang sederhana. Oleh itu ia 
mengurangkan keperluan suhu tinggi dan kemusnahan termal ke atas hasil tindak balas 
kecuali jika enzim lipase termostabil terlibat.  
Vulson (1994), Ana et al. (2000) dan Vakhlu & Kour (2006) telah mengulas aplikasi 
lipase di peringkat industri. Keperluan bagi mengurangkan atau mengganti penggunaan 
detergen pembersih sintetik yang telah banyak menghasilkan masalah persekitaran dan 
penghasilan detergen mengandungi enzim sebenarnya mewakili industri pemasaran 
lipase terbesar kerana degradasi lipolisis meningkatkan kualiti pembersihan kotoran 
berminyak. Kejuruteraan genetik dan rekabentuk protein telah memungkinkan 
penghasilan pelbagai jenis lipase secara murah dan menarik. Oleh itu, industri detergen 
telah mendapat banyak kebaikan daripada pembangunan komersial enzim tersebut 
contohnya daripada Lipolase™ (NOVO Nordisk), yang mengandungi lipase daripada 
Humicola lanuginosa, Lumafast™ (Genencor International), yang mengandungi lipase 
daripada Pseudomonas mendocina dan Lipomax™ (Gist–Brocades),  yang mengandungi 
lipase  daripada Pseudomonas alcaligenes (Jaeger et al., 1994).  
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Kebanyakan lipase GRAS (Generally Recognized As Safe) pula telah berjaya digunakan 
di dalam industri tenusu, terutamanya bagi penghasilan keju Itali dan bagi 
mempercepatkan hidrolisis lemak susu bagi penghasilan produk seumpama keju yang 
digunakan untuk menambah perisa. Lipase juga berpotensi besar dalam mengawal proses 
hidrolisis dan interesterifikasi lemak dan minyak dalam kuantiti yang banyak kerana sifat 
memilihnya yang tinggi serta ketulenan produk yang dihasilkan. Penggunaan enzim ini 
lebih mudah kerana ia tidak memerlukan suhu tinggi seperti proses bukan enzim yang 
akhirnya menyebabkan degradasi produk serta memerlukan proses hiliran. Teknologi 
lipase juga membenarkan ubahsuaian lemak dan minyak berdasarkan fungsi dan sifat 
nutrisi yang dikehendaki. Maka dengan itu, ia telah digunakan dalam skala besar bagi 
penghasilan trigliserida terubahsuai dan bagi memperbaiki kualiti minyak dan lemak 
berkualiti rendah misalnya pengganti lepa koko, pengganti lemak susu manusia, dan 
neutraseutikal yang diperkaya dengan asid lemak poli tak tepu.  
Sintesis polimer dan bahan aktif optik (selain campuran rasemik) untuk farmaseutikal 
dan kegunaan kimia adalah aplikasi industri lipase lain yang menjanjikan masa depan 
yang baik. Pemangkinan resolusi campuran rasemik berakues boleh berlaku melalui 
proses hidrolisis asimetri ester-ester berkaitan,  dan di dalam medium tak berakues pula, 
kaedah ini boleh diteruskan sebagai tindak balas (trans)esterifikasi  stereospesifik dan 
regiospesifik (Ana et al., 2000). Aplikasi lipase juga merangkumi penghasilan 
monogliserida yang digunakan sebagai bahan pengemulsi makanan dan produk 
penjagaan diri (contohnya minyak mandian dan krim penahan cahaya matahari), ester 
asid lemak dan lemak alkohol yang digunakan sebagai pelincir atau bagi rawatan bahan 
buangan berminyak dan gula ester yang digunakan sebagai biosurfaktan.  
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1.3 TINDAK BALAS PEMANGKINAN SECARA BIOLOGI DAN KIMIA 
Tindak balas  kimia di dalam proses-proses industri biasanya dijalankan pada suhu dan 
tekanan tinggi serta menggunakan logam-logam alkali sebagai pemangkin. Contohnya 
teknik konvensional bagi memecahkan lemak (gliserolisis) memerlukan penggunaan 
suhu tinggi (240-260°C) dengan tekanan mencecah hampir 700 psi. Produk atau hasil 
pula memerlukan proses penyulingan bagi menyingkirkan bahan asing atau bahan hasil 
sampingan yang tidak dikehendaki. Selain itu, pemangkinan kimia juga tidak 
menunjukkan kespesifikan tindak balas, dengan itu pembentukan hasil tindak balas sukar 
dikawal. Sebaliknya, tindak balas pemangkinan oleh enzim berlaku di bawah keadaan 
yang sederhana dengan kespesifikan yang tinggi. Secara amnya, pemangkinan secara 
biologi mempunyai banyak kelebihan berbanding pemangkinan secara kimia. Enzim 
mempunyai ciri yang unik. Ia berupaya menghasilkan kadar tindak balas yang tinggi 
hanya di bawah keadaan sederhana serta dengan regio dan stereo pemilihan yang tinggi. 
Oleh itu kaedah kimia menjadi semakin kurang penting di peringkat industri. 
Penyelidikan terkini pula telah menunjukkan bahawa enzim berfungsi dengan baik di 
dalam medium bukan konvensional, khususnya medium organik.   
Kadar pertukaran bahan tindak kepada hasil sangat mempengaruhi kadar tindak balas. 
Bahan tindak yang dimangkin oleh enzim akan melalui peringkat bahan perantaraan. 
Bahan perantaraan ini dibentuk dengan tenaga yang dipanggil tenaga pengaktifan. 
Tenaga pengaktifan inilah yang mempengaruhi tindak balas. Pemangkinan berenzim 
mempunyai tenaga pengaktifan yang rendah, oleh itu ia adalah lebih baik berbanding 
tindak balas kimia yang mempunyai tenaga pengaktifan yang tinggi. Tidak seperti tindak 
balas kimia, enzim mampu mengubah konformasinya ke arah orientasi yang betul bagi 
mendapatkan tenaga yang cukup (secara minimum) dan menukarkan bahan tindak 
kepada bahan perantaraan dan seterusnya kepada hasil. Sebaliknya pemangkin kimia pula 
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bergantung kepada kenaikan suhu tindak balas, dan ini boleh menyebabkan kemusnahan 
termal ke atas hasil tindak balas. 
1.4            OBJEKTIF PENYELIDIKAN 
 
Sejak penemuan enzim amilase, hidrogenase dan glutamat dehidrogenase yang stabil 
pada suhu 100ºC, kajian kesan suhu ke atas enzim dan proses penyahaslian protein tidak 
lagi menjadi pertikaian (Daniel et al., 1996). Kajian mengenai kestabilan konformasi 
enzim pada suhu melebihi 100ºC dan saling hubung kait antara proses penyahaslian dan 
degradasi telah memberikan banyak maklumat baru kepada industri enzim. Contohnya, 
kestabilan konformasi atau bentuk protein bergantung kepada tekanan yang dihasilkan 
daripada saling tindak yang lemah sesama protein.  
 
Pada awalnya, enzim lipase merupakan enzim yang penting di peringkat industri namun 
terdapat pelbagai masalah yang timbul daripada segi kemampuan penggunaan teknologi. 
Selain itu, penumpuan terhadap penyelidikan dan penggunaan enzim lipase daripada 
haiwan di dalam industri yang pada ketika itu sangat hebat menyebabkan lipase daripada 
mikroorganisma tidak mendapat perhatian. Jika dibandingkan dengan enzim protease dan 
karbohidrase termostabil, enzim lipase termostabil masih kurang digunakan secara aktif 
di dalam industri. Ini adalah kerana penggunaan enzim untuk aplikasi industri baru saja 
bermula sepuluh tahun yang lalu (Godtfredsen, 1990). 
 
Penyelidikan terdahulu (Nik Raikhan, 2003) telah berjaya menghasilkan enzim lipase 
termotoleran daripada sejenis bakteria termotoleran tempatan. Bakteria yang dicamkan 
sebagai Geobacillus thermodenitrificans ini mampu menghasilkan enzim lipase 
termotoleran dengan baik pada suhu 65ºC. Bagi memastikan enzim lipase termotoleran 
pencilan tempatan ini dapat dipatenkan, maka kajian terhadap enzim ini diteruskan ke 
peringkat doktor falsafah. Banyak aspek yang perlu diteliti dan diselidiki untuk 
 6 
memastikan enzim lipase termotoleran yang dihasilkan oleh Geobacillus 
thermodenitrificans ini dapat diketengahkan untuk kegunaan industri. Kajian ini juga 
akan memberi peluang bagi enzim lipase termotoleran pencilan tempatan ini 
dibandingkan ciri-ciri tindak balasnya dengan mana-nama enzim lipase dan lipase 
termostabil yang sudah ada di pasaran. Ia juga bagi memastikan enzim lipase ini dapat 
diaplikasikan penggunaannnya, agar dapat kita memanfaatkan penemuannya dengan 
baik. Selain itu penggunaan mikroorganisma termostabil tempatan akan memberi 
peluang kepada para penyelidik mengembangkan penyelidikan terhadap mikroorganisma 
termofili yang biasanya hadir dengan terhad pada habitat-habitat panas tertentu sahaja di 
dunia. Berikut adalah objektif kajian ini diikuti Rajah 1.1 yang menunjukkan ringkasan 
objektif kajian.  
 
1. Memilih kaedah/sistem fermentasi yang terbaik bagi penghasilan enzim lipase 
termotoleran oleh Geobacillus thermodenitrificans menggunakan keadaan optimum 
kajian terdahulu (Nik Raikhan, 2003).   
 
2. Mengoptimumkan penghasilan enzim lipase termotoleran oleh Geobacillus 
thermodenitrificans menggunakan sistem fermenter terbaik yang diperolehi iaitu 
fermenter angkut udara jenis kitaran (FAUK).  
 
3.  Mengkaji kesan komposisi glukosa dan pengudaraan berbeza terhadap penghasilan 
enzim lipase termotoleran di dalam FAUK daripada segi ciri-ciri kinetik dan pencapaian 
proses.  
 
4.    Melakukan pencirian dan penulenan enzim lipase termotoleran yang diperolehi.  
 
5. Mengkaji kespesifikan substrat melalui tindak balas hidrolisis enzim lipase 
termotoleran terhadap pelbagai jenis substrat yang berbeza.  
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6. Menyaring dan menghasilkan ester wangi melalui tindak balas sintesis ester daripada 
pelbagai jenis alkohol dan asid lemak.  
 
7.  Mengkaji tindak balas esterifikasi dan sintesis butil oleate oleh enzim tersekatgerak.  
 
 
8.  Mengaplikasikan enzim lipase termotoleran bagi tindak balas enantiomerik. 
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Rajah 1.1: Ringkasan objektif kajian terhadap enzim lipase termotoleran daripada 
Geobacillus thermodenitrificans. 
 
 
 
Pemilihan kaedah/sistem 
fermentasi yang terbaik bagi 
penghasilan enzim lipase 
termotoleran 
Pengoptimuman penghasilan 
enzim lipase menggunakan 
sistem fermenter terbaik 
(FAUK) 
Kajian kesan komposisi glukosa 
dan pengudaraan ke atas  
kinetik dan pencapaian proses 
di dalam FAUK  
Pencirian dan penulenan enzim 
lipase 
Kajian kespesifikan substrat di 
dalam tindak balas hidrolisis  
Penyaringan dan penghasilan 
ester wangi daripada pelbagai 
jenis alkohol dan asid lemak 
Kajian  tindak balas esterifikasi 
dan sintesis butil oleate oleh 
enzim tersekatgerak 
Aplikasi tindak balas 
enantiomerik 
 9 
1.5  SKOP PENYELIDIKAN DAN ORGANISASI TESIS 
Memandangkan kerja-kerja penyelidikan yang dilakukan adalah banyak, maka penulisan 
tesis ini telah dibahagikan kepada beberapa bab supaya mudah difahami fungsi dan 
perkaitannya. 
Bab 1: Bahagian ini adalah merupakan pengenalan kepada tesis. Ia akan membincangkan 
sedikit mengenai enzim lipolisis dan rasional pemilihan enzim lipase termotoleran 
sebagai bahan kajian tesis ini. Objektif penyelidikan turut dibentangkan. Penekanan turut 
diberikan kepada hala tuju kajian bermula daripada Bab 3 hingga Bab 8. 
Bab 2: Bahagian ini merupakan tinjauan bahan bacaan yang meliputi aspek-aspek 
berkenaan enzim lipase, lipase termotoleran dan pelbagai kajian yang dijalankan dari 
dulu sehingga kini. Pelbagai penekanan telah diberikan termasuk kepentingan lipase 
kepada industri, tindak balas biopemangkinan oleh enzim lipase, aplikasi-aplikasi enzim 
lipase dan pemangkinan lipase di dalam medium bukan-konvensional. Sintesis sebatian 
aroma oleh enzim lipase turut disentuh.  
Bab 3: Bahagian ini membincangkan hasil kajian tentang penghasilan dan 
pengoptimuman enzim lipase termotoleran di dalam sistem fermenter dengan 
menggunakan bioreaktor angkut udara jenis kitaran dan tubular. Kajian dilakukan 
terhadap pertumbuhan, aktiviti enzim lipase, aktiviti enzim  protease, penghasilan protein 
dan lemak lebihan. Ini diikuti pengoptimuman sistem pengkulturan di dalam sistem 
pemfermentasian terbaik. Parameter yang dikaji adalah keadaan pengkulturan iaitu suhu, 
pH dan saiz inokulum. Kajian kinetik ke atas enzim lipase termotoleran sebagai penentu 
pencapaian proses dilakukan selepas pengoptimuman menggunakan FAUK. Kajian yang 
dijalankan adalah kadar utilisasi substrat, kadar pertumbuhan spesifik (μ), kadar 
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pembentukan hasil, biojisim dan hasil. Kesemua faktor ini akan dikaitkan dengan unit 
aktiviti enzim lipase termotoleran. 
Bab 4:  Bahagian ini membincangkan ciri fisiokimia, kestabilan di dalam pelarut organik, 
kespesifikan kedudukan, penulenan dan penentuan berat  molekul enzim lipase 
termotoleran dan kesan suhu ke atas aktiviti kasar dan tulen.   
Bab 5: Bahagian ini membincangkan kajian dan pencirian enzim lipase kasar dan 
kespesifikan substrat bagi tindak balas enzim lipase melalui tindak balas hidrolisis. Ciri 
fisiokimia, kespesifikan kedudukan dan ciri-ciri molekul lipase telah dikaji. Tindak balas 
sintesis ester dilakukan bagi menyaring dan menghasilkan ester wangi menggunakan 
pelbagai jenis alkohol dan asid lemak. Penghasilan ester wangi terbaik dipilih bagi 
diteruskan kajian yang dipersembahkan di dalam bab yang berikutnya.  
 
Bab 6: Bahagian ini membincangkan penggunaan enzim lipase termotoleran di dalam 
tindak balas sintesis menggunakan parameter yang mempengaruhi kadar tindak balas. 
Enzim lipase termotoleran daripada Geobacillus thermodenitrificans telah digunakan 
untuk tindak balas pembentukan geranil butirat iaitu sejenis ester terpena. Geranil butirat 
telah dibincangkan peranannya sebagai sejenis ester yang digunakan sebagai pewangi. 
 
Bab 7: Bahagian ini membincangkan kajian terhadap tindak balas esterifikasi dan sintesis 
ester butil oleate oleh enzim lipase tersekatgerak. Pengoptimuman tindak balas telah 
dilakukan bagi meningkatkan penghasilan butil oleate.  
 
Bab 8: Bahagian ini membincangkan kajian aplikasi enzim lipase termotoleran daripada 
Geobacillus thermodenitrificans di dalam tindak balas enantiomerik. Kajian terhadap 
sifat enantioselektiviti dan kestabilan enzim lipase bagi melakukan proses 
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biotransformasi di dalam pelarut organik untuk mempamerkan pemilihan sifat anti-
Kazlauskas atau sebaliknya.  
 
Bab 9: Bahagian ini perbincangan umum yang mencakupi semua kerja penyelidikan yang 
telah dilakukan. Diikuti pula dengan kesimpulan dan cadangan penyelidikan masa 
hadapan. 
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 BAB DUA 
TINJAUAN BAHAN BACAAN  
2.1   ENZIM LIPASE, KETERMOSTABILAN DAN KEPENTINGAN KEPADA 
INDUSTRI  
 
Perkembangan pesat industri lipase telah dibincangkan oleh Fariha et al. (2006) yang 
menjangkakan bahawa industri ini akan mencapai nilai USD2.4 bilion pada tahun 2010. 
Sehubungan dengan fungsi lipase yang mantap, banyak jenis industri pemangkinan 
penting di dunia kini mula beralih kepada penggunaan enzim sebagai pemangkin tindak 
balas berbanding kebergantungannya terhadap pemangkin kimia. Malangnya kos bagi 
penghasilan enzim tidaklah murah terutama sekali jika enzim tersebut adalah enzim 
sumber haiwan. Menurut Luetz et al. (2008), selain kos yang tinggi, penghasilan enzim 
sumber haiwan sangat tidak efektif serta memerlukan masa penghasilan yang lebih lama. 
Oleh itu, penghasilan enzim lipase sumber mikrob kini menjadi tarikan utama. Enzim 
lipase banyak terlibat di dalam industri lemak dan minyak melalui aplikasi hidrolisis, 
interesterifikasi atau esterifikasi. Selain memangkinkan hidrolisis trigliserida, lipase juga 
mensintesiskan bahan ini menggunakan gliserol dan asid lemak. Cardenas et al. (2001) 
telah melaporkan bahawa lipase daripada mikroorganisma sangat berpotensi digunakan 
di dalam sektor komersial kerana ciri kestabilan, pemilihan dan kespesifikan substratnya 
yang meluas. Lipase telah dilaporkan sebagai tergolong di dalam kalangan enzim yang 
paling banyak digunakan di dalam industri. Enzim lipase dikatakan mempunyai fungsi 
pemangkinan yang jauh lebih baik berbanding tindak balas kimia. Ini kerana penggunaan 
tenaganya lebih jimat, pengoksidaan terma yang lebih rendah hasil tindak balasnya yang 
sederhana serta mempunyai sifat pemilihan produk yang tinggi.  Banyak lipase daripada 
kulat berfilamen, yis, aktinomiset dan bakteria unisel telah dikaji secara fizikal dan 
biokimia serta telah digunakan di dalam proses-proses bioteknologi (Babu & Rao, 2007). 
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Lipase sumber mikrob juga telah digunakan secara meluas di dalam aplikasi bioteknologi 
seperti industri detergen, tenusu dan tekstil, penghasilan surfaktan dan pemprosesan 
minyak. Selain itu, kajian sifat enantioselektiviti di dalam sintesis ester bagi tujuan-
tujuan farmaseutikal juga banyak dijalankan contohnya di dalam kajian oleh Kumar & 
Gupta (2008) dan Wei & Wu (2008) kerana cirinya yang unik iaitu mempunyai 
kespesifikan substrat yang tinggi. Selain itu lipase juga dilaporkan oleh Li et al. (2009) 
sebagai mempunyai kespesifikan regiopemilihan dan sifat pemilihan kiral yang baik. Juhl 
et al. (2009) juga telah melaporkan bahawa tindak balas hidrolisis dan sintesis oleh lipase 
memerlukan kespesifikan dan sifat enantioselektiviti yang tinggi serta terkenal dengan 
ciri kestabilan, regio- dan stereopemilihannya.  
 
2.1.1  Enzim Lipase Termostabil 
 
Anwar et al. (2002) telah melaporkan bahawa sifat ketermostabilan telah menjadi ciri 
utama yang dikehendaki pada lipase berdasarkan kemampuannya mengatasi banyak 
kesukaran pada suhu tinggi dan kebolehannya berfungsi di dalam kehadiran pelarut 
organik yang banyak digunakan di dalam industri. Bagi memperkenalkan enzim lipase 
termostabil ke dalam aplikasi industri, penghasilan enzim ini perlu dilakukan skala besar 
dan kebolehhasilan di dalam perumah yang sesuai. Kini, tedapat banyak enzim lipase 
termostabil telah diperkenalkan kerana penghasilannya yang lebih murah berbanding 
proses kimia, menjadikan enzim ini sangat penting kepada industri (Berry, 2001; 
Cihangir & Kebabçi, 2009). Enzim termostabil ditakrifkan sebagai enzim yang 
mempunyai aktiviti optimum pada suhu yang sama atau lebih berbanding suhu 
pertumbuhan optimum atau maksimum mikroorganisma penghasilnya Menurut Lill et al. 
(2004), enzim adalah protein daripada mikroorganisma termofili yang boleh digunakan di 
dalam proses-proses bersuhu tinggi dengan jangka asa yang panjang. Ciri 
ketermostabilan enzim mempunyai perkaitan rapat dengan suhu pertumbuhan 
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mikroorganisma penghasilnya. Namun demikian takrifan enzim termostabil ini tidak 
boleh digunakan terhadap enzim yang stabil pada suhu lampau iaitu melebihi 90ºC. Julat 
suhu bagi kestabilan enzim dan pertumbuhan mikroorganisma penghasilnya mungkin 
berbeza. Malah terdapat laporan yang menunjukkan bahawa enzim daripada 
mikroorganisma psikrofili (T=0-20ºC) dan mesofili mempunyai kestabilan dan keaktifan 
yang baik pada suhu tinggi. Kestabilan aktiviti enzim boleh ditunjukkan melalui nilai 
separuh hayat (T1/2, masa yang diperlukan untuk menurunkan 50% daripada aktiviti 
enzim) sekiranya proses penyahaktifan enzim tersebut mematuhi Teori Kinetik Pertama. 
Terdapat tiga kumpulan enzim yang stabil secara terma yang telah dikenalpasti oleh 
beberapa penyelidik enzim termostabil. Kumpulan pertama adalah enzim yang stabil 
pada suhu penghasilannya dan dinyahaktifkan apabila suhu penghasilan ditingkatkan 
Kumpulan kedua adalah enzim yang ternyahaktif pada suhu penghasilan apabila tiada 
substrat tindak balas dan kumpulan ketiga adalah enzim yang sangat stabil pada suhu 
tinggi seperti a-amilase.  
 
Menurut Dutta & Ray (2009), enzim termostabil mempunyai potensi penggunaan yang 
tinggi di dalam bidang bioteknologi. Penggunaan enzim termostabil adalah penting 
kerana proses-proses bioteknologi dilakukan pada suhu yang tinggi. Ia mampu 
menurunkan keupayaan kelikatan dan meningkatkan kadar tindak balas kimia di dalam 
sistem pelarut organik (Becker et al., 1997). Enzim termostabil mempunyai banyak 
kelebihan dari segi aplikasi bioteknologi. Pemangkinan enzim akan bertambah dengan 
bertambahnya suhu iaitu untuk peningkatan sebanyak 10ºC, kadar tindak balas akan 
meningkat dua hingga tiga kali ganda. Peningkatan suhu melebihi 45ºC pula mengubah 
keseimbangan dinamik yang akan membantu meningkatkan hasil atau produk di dalam 
setiap tindak balas endotermiknya. Enzim termostabil juga akan meningkatkan kadar 
kestabilan operasi melalui pemanjangan nilai separuh hayat enzim terutama sekali bagi 
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enzim dengan jangka hayat yang panjang pada suhu tinggi. Enzim termostabil juga 
mempunyai tahap kestabilan yang tinggi terhadap faktor penyahaktifan lain contohnya 
pH lampau, dan tindakan pelarut organik yang sebenarnya mampu menyahaktifkan 
enzim-enzim biasa. Menurut Li & Zhang (2005), enzim termostabil juga tahan terhadap 
proses penyahaslian oleh bahan kimia dan operasi tindak balas pada suhu tinggi akan 
mengawal berlakunya kontaminasi mikrob. Pengurangan kontaminasi mikrob akan 
memberi hasil akhir dengan tahap kesterilan yang tinggi. Selain itu, penggunaan suhu 
tinggi akan memudahkan kawalan ke atas sistem operasi dengan meningkatkan 
keterlarutan reagen, mengurangkan kepekatan larutan serta mudah diberhentikan melalui 
proses penyejukan dengan hasil akhir yang mempunyai kadar kemeruapan yang tinggi. 
Oleh itu, enzim termostabil membantu mengurangkan kos operasi (Gutarra et al., 2009).  
 
2.1.2 Kategori Dan Sumber Enzim Termostabil 
 
Enzim termostabil dikategorikan kepada dua kumpulan berdasar kepada sumber 
penghasilannya iaitu enzim termostabil semulajadi dan enzim termostabil yang diaruh. Ia 
diperolehi samaada melalui proses pemilihan daripada sumber semulajadi atau daripada 
proses-proses pengubahsuaian fizikal dan kimia ke atas enzim mesofili. Berikut adalah 
kategori enzim termostabil. 
 
Enzim termostabil semulajadi sangat berkait rapat dengan mikroorganisma termofili iaitu 
lebih tinggi suhu pertumbuhan mikroorganisma maka lebih stabil dan aktiflah enzim 
tersebut. Walau bagaimanapun, sifat termostabil pada enzim bukanlah satu-satunya 
kriteria yang menjadi pilihan bagi memilih enzim yang berkesan bagi kegunaan industri. 
Enzim mestilah mudah didapati dan kos penuaiannya mestilah rendah. Enzim ekstrasel 
contohnya, mudah diperolehi kerana ia tidak memerlukan proses pemecahan sel serta 
boleh dihasilkan dengan banyak. Contoh enzim ini adalah a-amilase daripada Bacillus 
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licheniformis yang lebih termostabil berbanding a-amilase daripada strain lain dan boleh 
dihasilkan di dalam kuantiti yang besar. Mikroorganisma termofili merupakan sumber 
semulajadi yang baik bagi penghasilan enzim termostabil kerana ia mampu memberi 
hasil yang tinggi dan kos penuaiannya boleh dikurangkan melalui teknik-teknik 
manipulasi strain.  
 
Ketermostabilan enzim juga boleh diaruh melalui pengolahan enzim dengan molekul 
penstabil bukan protein ataupun melalui kaedah pengubahsuaian fiziko-kimia. Proses ini 
banyak melibatkan salingtindak enzim dengan substrat, pelarut, garam serta melalui 
proses pengubahsuaian kimia. Enzim bebas kurang stabil berbanding enzim yang 
membentuk kompleks dengan substrat atau kofaktor. Penggunaan substrat sebagai agen 
penstabil enzim telah dieksploitasi sepenuhnya di dalam industri kanji. Kepekatan 
substrat yang tinggi untuk proses hidrolisis dengan distabilkan oleh kalsium menjadikan 
enzim a-amilase daripada Bacillus lincheniformis mampu berfungsi dengan baik pada 
suhu melebihi 100ºC. Contohnya enzim glutamat sintetase daripada Bacillus 
stearothermophilus yang kehilangan aktiviti pada suhu 65ºC boleh menjadi lebih stabil 
dengan kehadiran ion NH4+, glutamat, Mg2+ dan ATP, atau melalui tindak balas 
perencatan oleh alanina dan hidstidina. Penggunaan sistem pelarut melalui salingtindak 
di antara protein dan pelarut juga meningkatkan kestabilan enzim. Semasa disimpan pula 
enzim boleh distabilkan dengan penggunaan gliserol, glukosa dan etilina glikol. 
Kehadiran garam juga boleh meningkatkan ciri termostabil enzim seperti garam kalsium 
yang didapati menstabilkan a-amilase pada suhu yang tinggi (Yadav & Prakash, 2009). 
Selain itu, enzim lipase pankreas yang aktif pada suhu pertumbuhan mesofili didapati 
stabil dan aktif pada suhu 100ºC dengan kehadiran pelarut organik. Namun demikian, 
kebanyakan pelarut organik boleh menyebabkan perubahan kepada struktur enzim dan 
menyebabkan proses penyahaslian tidak berbalik.  
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Sesetengah enzim termostabil hilang kestabilan pada suhu pertumbuhan mikroorganisma 
penghasilnya apabila penambahan faktor penstabil bukan protein tidak dilakukan. 
Contohnya enzim glutamina sintetase daripada Bacillus stearothermophilus akan hilang 
aktiviti dengan cepat pada suhu 65ºC jika tidak ditambahkan NH4+ dan glutamat. Dengan 
penambahan ion magnesium (Mg2+) dan ammonium (NH4+) pula, enzim ini didapati 
stabil selama lebih 5 jam pada suhu 70ºC.   
 
Sharma et al. (2001) dan Kanwar et al. (2006) menyatakan bahawa pelbagai lipase 
mikroorganisma yang penting di dalam bidang industri kini telah banyak dikaji, 
dicamkan dan ditulenkan untuk tujuan aplikasi di dalam bidang bioteknologi seperti 
makanan, tenusu, detergen, farmaseutikal, tekstil, kosmetik, industri kertas dan 
penyediaan pelbagai bahan perisa dan pewangi. Serentak dengan kemampuan enzim 
memangkinkan pelbagai jenis transformasi, keyakinan terhadap penggunaannya turut 
meningkat. Kini, sekurang-kurangnya 75% daripada semua enzim industri ini (termasuk 
lipase) melakukan tindak balas hidrolisis dan lipase pula didapati mempunyai 
kepentingan di dalam hampir semua bidang aplikasi.  
2.2   PENULENAN ENZIM LIPASE 
Berdasarkan penulisan oleh Hadeball (2004) dan Salameh & Wiegel (2007b), kajian 
penulenan terhadap enzim lipase yang semakin kini masih belum meliputi secara meluas 
kajian terhadap enzim lipase termostabil atau termotoleran. Ini kerana tidak banyak 
enzim lipase daripada mikroorganisma termofili atau termofili anaerob telah diciri serta 
dilaporkan. Enzim lipase termofili seringkali menunjukkan ketermostabilan dan aktiviti 
yang lebih baik pada suhu tinggi serta menunjukkan ketahanan terhadap kesan 
penyahaslian oleh bahan kimia. Ciri-ciri ini menjadikan enzim lipase sesuai digunakan di 
dalam bidang industri dan pemprosesan kimia yang seringkali menggunakan suhu tinggi 
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dan pelarut organik. Oleh itu, enzim lipase telah menjadi tarikan utama kerana ciri 
adaptasinya pada suhu tinggi dengan kemampuan mengekalkan fungsi enzim di dalam 
kehadiran pelarut organik yang banyak digunakan di dalam proses-proses industri (Sunna 
et al., 2002; Larios et al., 2004). Walau bagaimanapun, penggunaan enzim lipase 
termostabil di peringkat industri mestilah didahului dengan pencirian enzim dan 
penekanan terhadap fungsinya secara mendalam. Borkar et al. (2009) telah melaporkan 
bahawa kelebihan enzim lipase termostabil seperti stabil dan aktif pada suhu tinggi serta 
tindakan bahan kimia menjadikan lipase pilihan yang baik di dalam industri dan proses-
proses kimia. Keadaan ini menjadikan enzim lipase termostabil  terus menjadi tumpuan 
untuk dikaji, dicirikan dan ditulenkan. Dalal et al. (2008) telah menjalankan penulenan 
terhadap lipase daripada  Burkholderia cepacia A.T.C.C. 25609 dan mendapati enzim 
termotoleran ini dapat ditulenkan kepada peratus pemulihan yang tinggi sekaligus 
mencadangkan enzim ini sangat stabil. Enzim lipase (triasilgliserol asilhidrolase EC 
3.1.13) yang dihasilkan oleh yis Candida rugosa (CRL) contohnya, telah mempamerkan 
ciri yang menarik untuk dikaji.  Menurut Balcao et al. (1996), banyak pencirian dan 
penulenan enzim ini telah berjaya dilaporkan, menjadikan lipase daripada Candida 
rugosa ini berjaya diketengahkan sebagai enzim lipase komersial. Laporan oleh Chen et 
al. (2009) dan Kawasaki et al. (2002) menyatakan bahawa terdapat lebih daripada 20 
struktur lipase telah diketengahkan. Kenyataan ini dapat menyangkal laporan oleh Bacha 
et al. (2005) bahawa tidak banyak ciri homolog enzim lipase yang telah berjaya dikenal 
pasti.  Berat molekul enzim lipase didapati bervariasi daripada 20 hingga 60 kDa (Ollis et 
al., 1992; San-Lang et al., 2009). Hiol et al. (1999) telah melakukan penulenan terhadap 
enzim lipase daripada Mucor hiemalis f. hiemalis menggunakan kromatografi turus 
Sephadex G75, Sefarosa Q dan Sefaril S-200  dan mencatatkan berat molekul enzim ini 
sebagai 49 kDa. Mucor hiemalis f. hiemalis adalah penghasil enzim lipase secara aruhan 
dan merupakan kulat yang menyerang pokok kelapa. Manakala Saisubramanian et al. 
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(2008) telah menentukan pH dan suhu optimum enzim lipase daripada  Acitonebacter sp. 
Nilai pH dan suhu optimum enzim tulen telah dicatatkan sebagai 8.5 dan 37°C. Enzim ini 
didapati tahan pada suhu rendah iaitu 10°C dengan mengekalkan aktiviti sebanyak 
86.8%. Enzim ini menunjukkan kestabilan pH yang luas iaitu di antara 3.0 - 9.0 dan 
stabil di dalam kehadiran hidrogen peroksida serta detergen komersial. Berdasarkan ciri-
ciri ini, enzim lipase daripada Acitonebacter ini berpotensi untuk digunakan sebagai 
sebahagian formula pembersihan bagi keadaan pembersihan bersuhu rendah. 
Berdasarkan fakta-fakta yang dibentangkan ini, penulenan lipase kini telah menjadi salah 
satu fokus utama ramai penyelidik dan dijangka semakin rancak dikaji pada masa 
hadapan. 
2.3   TINDAK BALAS BIOPEMANGKINAN OLEH  ENZIM  LIPASE 
Penggunaan enzim sebagai pemangkin semulajadi bagi transformasi sebatian organik 
buatan manusia bukanlah perkara baru kerana ia telah digunakan sejak berkurun lamanya 
dan yang berubah hanyalah teknik dan bentuk penyelidikannya. Banyak penyelidikan 
terawal telah diarahkan kepada laluan biokimia dan mekanisme enzim. Kesedaran 
tentang penggunaan enzim bagi mengubah sebatian organik bukan semulajadi hanya 
berlaku sekitar tahun 1980an. Hasilnya, banyak teknik biokimia yang berguna telah 
dibentuk sejak sedekad yang lalu dan merangsang perkembangan sintesis organik moden. 
Menurut Rajendran et al. (2009), kini enzim lipase telah muncul sebagai biopemangkin 
yang mempunyai julat substrat yang luas. Rajah 2.1 menunjukkan frekuensi penggunaan 
enzim di dalam transformasi substrat oleh biopemangkin dengan julat substrat yang luas 
namun dengan frekuensi penggunaan yang tidak seimbang di antara biopemangkin. 
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Rajah 2.1: Frekuensi penggunaan enzim di dalam transformasi (dipetik dan   
diubahsuai dari Faber, 1997). 
Nota: (i)Pembentukan  ester -aminolisis, -hidrolisis; (ii) hidrolisis ester; (iii) hidrolisis 
ester  dan amida, sintesis peptida; (iv) hidrolisis nitril; (v) hidrolisis of epoksida, 
halogens, fosfat dan glikosilat; (vi) penurunan aldehid, keton dan enoat; (vii) 
biohidroksilasi, pengoksidaan sulfo  dan epoksidasi, pengoksidaan Baeyer-
Villiger, dihidroksilasi; (viii) pembentukan sianohidrin, asiloin dan tindak balas 
aldol; (ix) pemindahan glikosil; (x) susun-semula jenis-Claisen, isomerizasi 
karbohidrat, pembentukan rasemik dan epimerizasi.  
 
Kehendak masyarakat terhadap produk semulajadi yang dihasilkan melalui sistem 
teknologi yang selamat telah menjadikan lipase muncul sebagai enzim penting di dalam 
tindak balas esterifikasi dan transesterifikasi. Ini contohnya bagi penghasilan ester 
daripada alkohol terpena (Maha et al., 2006), alkohol alifatik (Marlot et al., 1985) serta 
gliserol (Csanádi et al., 2009). Tindak balas pemangkinan oleh lipase adalah berbalik; 
iaitu apabila kandungan air tinggi, hidrolisis ke atas triasilgliserol berlaku manakala 
apabila kandungan air rendah atau biasanya dikenali sebagai sistem mikroakues, tindak 
balas diarahkan kepada esterifikasi. Hidrolisis adalah tindak balas pemangkinan 
triasilgliserol oleh lipase yang bertujuan menghasilkan gliserol dan asid bebas (Ibrahim, 
1997). Apabila menggunakan lipase yang spesifik di bawah keadaan-keadaan yang 
Lisase (viii), 
Transferase(ix), 
Isomerase (x) 
Lipase (i) 
Esterase (ii) 
Protease (iii) Nitrilase (iv) 
Oksigenase (vii) 
Enzim terpencil 
Oksidoreduktase (vi) 
Keseluruhan sel 
Hidrolase lain (v) 
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terkawal, pemotongan substrat atau ‘cleavage’ akan berlaku pada tapak-tapak yang 
spesifik yang juga bagi menghasilkan asid lemak yang dikehendaki terutamanya asid 
lemak perlu (EFA) atau asid lemak poli-tak-tepu. Banyak kajian telah dilakukan terhadap 
kesan perencatan bahan akhir terhadap pemangkinan oleh lipase. Kehadiran asid lemak 
bebas seperti palmitat di dalam medium tindak balas akan mengurangkan darjah 
hidrolisis. Perencatan oleh asid lemak berlaku samada secara penyekatan interfasa 
minyak dan air atau dengan mengubah nilai pH optimum bagi tindak balas pemangkinan 
yang maksimum. Biasanya kesan perencatan ini diatasi dengan penggunaan pelarut yang 
agak berkutub, piridina bagi meneutralkan asid yang dibebaskan semasa hidrolisis. 
Darjah hidrolisis diperbaiki serta meningkat dengan signifikan apabila penambahan 
piridina pada kepekatan 10% (i/i) dilakukan ke dalam sistem tindak balas. 
Merujuk kepada Goujard et al. (2009), esterifikasi adalah tindak balas terbalik bagi 
hidrolisis yang menghasilkan pelbagai jenis ester daripada alkohol dan asid lemak. Kadar 
tindak balas esterifikasi sangat bergantung kepada kandungan air di dalam sistem tindak 
balas. Contoh penggunaan lipase adalah di dalam proses esterifikasi dan transesterifikasi 
penghasilan ester gliserol (Akoh et al., 1992), alkohol alifatik (Welsh & Williams, 1990) 
dan alkohol terpenik (Claon & Akoh, 1994). Walau bagaimapun, Langrand et al. (1988) 
berpendapat bahawa proses esterifikasi bagi asid lemak dan alkohol rantai pendek tidak 
begitu mendapat perhatian kerana substrat dengan berat molekul yang rendah mempunyai 
afiniti yang kurang terhadap enzim lipase berbanding dengan substrat rantai panjang 
selain kewujudan kesan perencatan ke atas enzim lipase yang disebabkan oleh molekul 
ini. Pun begitu, ia masih menjadi tarikan bagi Kanwar et al. (2008) yang telah mengkaji 
proses transesterifikasi ester rantai pendek oleh lipase daripada Bacillus coagulans 
MTCC-6375.  
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Pemangkinan tindak balas hidrolisis akan menunjukkan tindak balas berbalik yang 
efisien apabila kandungan air di persekitarannya menjadi rendah. Biopemangkinan oleh 
enzim lipase di dalam medium bukan akues menjadi semakin penting kerana ciri-ciri 
ketermostabilan, regio, stereo dan kespesifikan substrat dapat ditingkatkan (Krishna & 
Karanta, 2001; Goujard et al., 2009). Tindak balas pemangkinan oleh lipase ini sangat 
penting bagi penghasilan bahan oleokimia seperti gliserol, asid lemak, gliserida ringkas, 
pelbagai jenis ester, lipid teresterifikasi dan trigliserida yang dimodifikasi daripada 
substrat murah. Rajah 2.2 menunjukkan proses transesterifikasi yang dibahagikan kepada 
tindak balas alkoholisis, asidolisis dan interesterifikasi. Kesemua tindak balas ini 
dipengaruhi oleh pelbagai parameter seperti pH, suhu, kepekatan substrat, kepekatan 
enzim, kespesifikan enzim dan kehadiran bahan aktif enzim atau pelarut organik. 
Tindak balas hidrolis dan sintesis 
Hidrolisis 
RCOOR’  +  H2O ============  RCOOH + R’OH 
Sintesis 
Transesterifikasi 
Alkoholisis 
R-COOR’  +  R”OH                               R-COOR”  +  HO-R’ 
Asidolisis 
R’COOH  +  HCOOC-R”                             R”-COOR  + R’-COOH 
 Interesterifkasi 
R’-COOR  + R”-COOR                               R”COOR’ 
R-COOR: ester, RCOOH: asid lemak bebas, ROH: alkohol (gliserol) 
Rajah 2.2 : Proses transesterifikasi (dipetik daripada Ibrahim, 1997). 
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2.4  PEMANGKINAN LIPASE DI DALAM MEDIUM BUKAN-KONVENSIONAL 
Proses biopemangkinan di dalam sistem bukan-konvensional adalah salah satu bidang 
enzim yang kini giat dikaji dan mendapat perhatian yang mendalam. Bidang ini merujuk 
kepada penggunaan enzim di dalam medium bukan-akues (medium organik) di bawah 
sistem mikroakues bagi pemangkinan sintesis. Di antara pelbagai jenis enzim yang 
menunjukkan aktiviti yang signifikan di dalam medium organik, enzim lipase paling 
diminati kerana ia mempunyai potensi komersial yang tinggi dan telah membawa kepada 
penghasilan pelbagai aplikasi baru. Menurut Gaëlle & Jacques (2001), kebanyakan kajian 
biopemangkinan di dalam medium organik difokuskan kepada kesan keadaan tindak 
balas ke atas aktiviti enzim. Walau bagaimanapun, terdapat beberapa kajian aktiviti 
biopemangkin di dalam medium organik telah dibanding dengan aktiviti di dalam air. 
Pencreac’h & Baratti (2001) telah menjelaskan satu kaedah pengukuran kalorimetrik 
untuk penentuan aktiviti enzim lipase di dalam medium organik menggunakan tindak 
balas hidrolisis ester asid lemak p-nitrofenil. Kebaikan kaedah ini adalah ia menggunakan 
tindak balas hidrolisis yang sama di dalam fasa akues dan medium organik, yang 
menjadikan perbandingan aktiviti enzim lebih jelas dan mudah. Bagi memastikan sistem 
bukan-konvensional berjaya diaplikasikan, kestabilan enzim di dalam sistem organik 
mestilah dipastikan dan kandungan air hendaklah berada pada tahap yang amat rendah 
(Madan & Mishra, 2009). Walau bagaimanapun, sistem bukan-konvensional mempunyai 
beberapa kelemahan. Menurut Paiva et al. (2000) dan Invernizzi et al.(2009), 
penggunaan pelarut organik menyebabkan penyahaslian berlaku kepada biopemangkin 
yang diperlukan di dalam tindak balas. Maka, banyak kumpulan penyelidik giat 
melakukan kajian bagi memilih pelarut yang terbaik untuk sistem tindak balas, 
mempraktikkan teknik penyekatgerakan enzim dan menggunakan teknik pembekalan 
enzim secara berterusan kepada sistem bagi mengatasi masalah ini. Pelbagai jenis enzim 
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sumber mikrob telah disekatgerak dan dikaji bagi mengenalpasti kebaikannya sebagai 
biopemangkin di dalam medium organik. Terdapat banyak laporan berkaitan telah 
dihasilkan contohnya kestabilan lipase di dalam mentega dan penggunaan semula 
biopemangkin. Keadaan tindak balas yang sederhana dan keperluan tenaga yang rendah 
turut menjadikan penggunaan medium bukan-akues menjadi tarikan (Krishna et al., 
2000). Enzim lipase sering mempamerkan fungsi pemangkinan yang baik di dalam 
pelarut organik dengan meningkatkan keterlarutan substrat hidrofobik, mengurangkan 
kesan tindak balas sampingan yang disebabkan oleh air, memudahkan pemulihan hasil 
dan melindungi sistem tindak balas daripada kontaminasi mikrob. Keadaan ini 
menjadikan lipase berpotensi digunakan dengan jayanya di dalam penghasilan pelbagai 
jenis ester yang penting di peringkat industri. 
2.4.1  Pemangkinan Enzim Di dalam  Sistem Tindak Balas Pelarut Organik 
Sistem tindak balas pelarut organik bermaksud tindak balas yang dijalankan di dalam 
pelarut organik. Sistem ini memberi banyak kebaikan berbanding sistem tindak balas 
akues. Campuran tindak balas yang biasanya terdiri daripada substrat lipid, mudah larut 
di dalam pelarut organik. Ini akan memberikan keadaan tindak balas yang sekata dan 
memastikan pemindahan substrat dan enzim adalah seragam. Sistem ini juga menjadikan 
pemangkinan tindak balas sintesis dikawal oleh kandungan air. Menurut Ogino et 
al.(2008), pelarut organik akan memastikan enzim dilindungi oleh kesan penyahaktifan 
dan perencatan oleh bahan tindak balas. Kumar & Pundle (2009) pula menyifatkan 
bahawa sistem fasa organik akan mengurangkan tindak balas sampingan yang bergantung 
kepada air seperti tindak balas hidrolisis. Oleh kerana enzim tidak larut di dalam pelarut 
organik, maka enzim boleh dipisahkan semula dari sistem tersebut dengan mudah tanpa 
perlu disekatgerak (Kim et al., 2008). Selain itu, substrat tindak balas yang larut di dalam 
fasa organik akan dapat memberikan hasil tindak balas yang tinggi dengan hanya 
